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Summaワ Theaim of this study is to describe the mo1'phologic characteristics of the 
early changes of focal sclerotic lesions in aminonucleosid巴 (AN)nephrosis. AN 町 phrosis
was induced by repeated inj巴ctionof puromycin aminonucleoside in 'I¥TKA rats. 
Sequential changes in glomerular lesions were obse1'ved by light and electron micro-
scopy. In the early stages， a number of glomeruli were found to adhere to Bowman's cap-
sule without focal sclerotic lesion andfor hyalinosis. Electron microscopy showed 
degeneration of the podocyte， such as by foot process fusion， microvilli formation， 
vacuolation 01' lysosome in its cytoplasma. Moreover， detachment of the podocyte and 
some denuding of the glomerular basement membrane we1'e noted. These features seem 
to be initiating events for capsular adhesion， leading to deposition of hyaline or proteina-
ceous material and desquamation of endothelial cells in the capillary lumen. 
Immuno-electron microscopy was used to study the localization of fibronectin in the 
controls and in the glomeruli with AN nephrosis. ln the controls， fibronectin was mainly 
1'estricted to th巴 mesangialmatrix， especially in the area surrounding the mesangial cell 
process and at the interface between endothelial and mesangial cels. In the glomeruli 
with focal sclerotic lesion，自bronectininc1'eased proportionately with expansion of the 
m巴sangialmatrix. Deposition of fibronectin was also found subendothelially along the 
glomerula1' basement membrane and in the 1'egion of capsular adhesion. The 1'esults 
suggest a possible role of fib1'onectin in the pathogenesis of focal scl巴roticlesion. 
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Puromycin aminonucleoside (AN)を実験動物に短期 候群 (MONS)に類似した病変が惹起される1)(急性 AN
( 54 ) 1ヒ 谷
腎症).一方， ANを反復投与すると高度のネフローゼ
状態が持続し，糸球体に巣状硬化性病変 (focalsclerotic 
lesion; FSL) が発生するわ(慢性 AN腎症).そこで現
在では，前者はヒト MCNS，後者はヒトの巣状糸球体










































濃度となるように生理食塩水に溶解し， 1.5 mgjlOO g ・
体重を 1日l回 5日間連続して背部に皮下注射した
( 1クーノレ).
I) AN1若手 (12匹):AN 1 クーノレ投与ののち21日正|
に屠殺した.









ウムを満たした注射筒に採血した.ついで， 2，000 g， 10 
分間遠心して得られた血竣 50mlに 0.2MEDTA 1.25 
T I ~ AN: 1.5mgj100g 
.()， saline 
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Fig. 1. Experimental design. 




[ 0 l 5 M N叩a叫川C1叫山U山，υリ，51
1叩OmMTri吋王C臼1(pH 7刈
gelatin闘日epharose
I 4M  Urea， IOmM Tri日ーHC1
(pH 7.4) 
heparin-sepharose 





Fig.2. Purification of fibronectin. 
m1，0.2Mフッ化フェニノレメタンスノレホニノレ (Sigma社
製)0.25m1および95%ェタノール 0.04m1を加えて混
合し， 4'C， 9，000 g， 15分間遠心分離した.その上清を
Sepharos巴 CL-4B(Pharmacia社製)カラム(1.5x 25 
cm)に添加し， 0.15M塩化ナトリウム (NaC1)，5mM
EDTA含有 10mJ'vfトリス塩酸緩衝液 (Tris-HC1)(pH 
7.4)で、溶出し，溶出体積比O.35の分画を集めた.さらに
Ge1atin-Sepharose 4B (Pharmacia社製)カラム (0.8x
15cm) を 0.15MNaC1， 5mM EDTA含有 10mM
Tris-HC1 (pH 7.4)で平衡化した. このカラムにゲノレ猪
過で溶出した粗FN分画を結合させてから， 0.5M NaC1 
含有 10mMTris-HC1 (pH 7.4)，ついで 0.15MNaC1， 
5mM EDTA含有 10mMTris酬HC1(pH 7.4)で洗浄
し， 4M尿素含有 10mMTris-HC1 (pH 7.4)で溶出し
た.つぎに， 0.15M r、hC1，5mM EDTA含有 10mM
Tri日開HC1(pH 7.4)で平衡化した Heparin-Sepharose
CL-6B (Pharmacia社製)カラム (0.8x15cm)に溶出画
分を添加し， 0.15M NaC1， 5mM EDTA含有 10mM















家兎抗血清を 56'C，30分間31~働化したのち， O.OlM 





Uン酸緩衝液 (PBS)(pH 8.0)に溶解し，向緩衝液で l
昼夜透析した.ついでその透析液を DEAE-Sephacel
(Pharmacia社製)カラム (0.8x15cm)に添加し， 0.01 
M PBS (pH 8.0)で非吸着分画を溶出した.溶出した分
画の 280nmでの吸光度を測定し， IgG分画を集めて限
外漏過法で濃縮し， -20'Cに凍結保存した.




反応させた.つぎに反応液を 0.1M PBS (pH 7.5)中で
4'C， 6時間透析後， 2メノレカプトエタノーノレを終濃度
が O.lMになるように添加し， 4'C， 30分間撹持した.
さらにヨードアセトアミド (Sigma社製)を終濃度 0.12
M になるように加えて4'C，1時間撹枠し， 0.01 M PBS 
(pH 7.5)中で 4'C，1晩透析したのち，室温， 1O，OOOg， 
30分間遠心分離した.最後にその上清を SephadexG同
100 (Pharmacia社製)カラム(1.5x90cm)に添加し，
0.01 M PBS (pH 7.2)で溶出させて Fab'分画を得た.
(3) Horseradish-peroxidase標識 Fab'作製法12)




中で 4'C， 1晩透析した.その後， 0.2M炭酸緩街液
(pH 9.5) 20mlを加えて HRP液をアノレカリ化してか
ら，あらかじめ 1m1のO.OlM炭酸緩衝液 (pH9.5)に
溶解した 5mgの Fab'を添加して室温で 2時間J党幹し
た.新たに調製した 0.lm1の水素化ホウ素ナトリウaム
(4mg/m1)を加え，さらに 4'C， 21時間撹衿し， HRP 
標識 Fab'を得た.つぎに 0.01M PBS (pH 7.2) Iドで
4'C， 1晩透析後， Sephacry1 S-200 (Pharmacia社製)
























Grade 0; Bowman嚢癒着や FSLがまったく認めら
れず，微小糸球体病変に相当するもの (Platel-A). 





























4) 免疫電顕法:1商出腎を約 lmm3 に細切し，Mc-
Lean & Nakane13)の方法による periodate-Iysine-para開
formaldehyde (PLP)固定液中で 4'C，12時間軽く振濁
しながら固定したのち， 10%薦糖加 0.01M PBS (pH7.2) 
に置換して l晩放置した.その後，順次15%薦糖加0.01
M PBS (pH 7.2)， 20%薦糖加 0.01M PBS (pH7.2)で
4'C， 4時間すやっ洗浄し，最後に 5%グリセリン， 20% 













Fig. 3. Procedure for immuno-electron microscopy. 




ち， 10%薦糖加 0.01M PBS (pH 7.2) で5分間ずつ 3 1.蛋白尿の推移
回洗浄して切片を10%非感作家兎血清と反応させ， ~Iミ特 尿if白は AN1，AN2，対照群のいずれにおいても AN
異的染色を減弱させた.さらに10%薦糖加 O.OIMPBS 投与前には検出されなかった.AN1 群では 1 日尿張I~IM
(pH7.2) で洗浄したのち， 4'Cの湿潤箱rlこ!で HRP標 池量は AN投与8日目から増加しはじめ， 12日目には
識抗ラット FN家兎 IgG-Fab' と12時間反応させた 211土88mgに達したが， 16日目からしだいに減少して
10%熊糖加 0.01M PBS (pH 7.2)で洗浄後， 1 %グル 属殺時 (21日目)には 24土5mgになった.AN2群も
ターノレアルデヒド固定を20分間行った.さらに 0.01M AN1群と向様に AN投与8日目から 1日尿蛋白掛准量
PBS (pH 7.2)で洗浄して 0.02% 3-3' -diamino benzidine が増加しはじめ， 12日目には 278土Hi4mg達し，以後
4HCl (DAB) (向仁化学研究所製)液に30分間浸潰した はしだいに減少する傾向を示した.しかし AN2クー
のち， 1 %ジメチノレスノレホキシド添加0.02%DA払H202 ノレ投与後から再び尿蛋白量が増加し，38日目の属殺[時に
基質溶液で 3分開発色させた.ついで 0.01M PBS (pH は 1日尿蛋白排地量は 476士176mgに達した (Fig.4).
7.2)で洗浄し， 2%四酸化オスミウムで45分間の後回定 2. 腎組織所見
を実施し，羽:び 0.01M PBS (pH 7.2)で洗浄後，エタノ (1) 光顕所見
ール系列で、脱水してゼラチンカプセノレ内の Quetol812 1) 糸球体病変 :AN'肖症では糸球体足突起細胞の腿
に包埋した.ウノレトラミクロトームで超薄切片を作製 大を示すものが多く，ときに硝子ir，if(hyaline droplet) 
し，無染色標本を透過型電子顕微鏡]EM-1200EXで飢 を含むものもみられる.壁側上皮細胞も立方状となりし
察した (Fig.3). ばしば Bowman繋癒者の近傍に集積する.AN腎症で
なお，精製 FNを HRP標識抗ラット FN家兎 IgG はさらに管外性病変として偽尿細管構造 (pseudotubule)
Fab'と反応させた抗体を対照として使用した. や小半月体形成が観察され，ときに Bowman腔に蛋白
(3) 推計学的処理 様物質 (proteinaceousmaterial) の浸出もみられる.
推計学的処理は χ2検定あるいは条件っき Wilcoxon AN腎症では FSLの出現をみない糸球体にも Bowman
検定により，危険率 5%以下を有意性ありとした.文中 葉癒着が認められるが， FSL部では Bowman嚢癒着は
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Fig.4. Serial changes of daily urinary protein after administration 
of aminonuleoside in group AN1 (0) and AN2 (0). 
( 58 ) 花















Eが 8.9%，皿が 0.1%であった.一方， AN2 群では
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(vacuola tion) が観察される (Plate3， 4).さらに足突
起細胞の一部は基底膜から剥離(detachment)し，基底






































ラットアミノ ;>(fJレオシド腎症の病理学的研究 ( 59 ) 
FSLの初発病変としては Bowman袈熔若が重要と忠わ る. FSLはこれら種々の糸球体病変にもとづいた病理形
れる. 態的な反応、様式の lっと理解されるが，その病理発生の
(3) FNの糸球体内局在 詳細については明らかでない.
糸球体内 FN局在を酵素抗体直接訟による免疫電顕法 以上のような理由から，この FGSの成因や進展過程
で検討した. FNの局在は黒色の高電子密度反応産物 の解明については，適切な実験モデルによる詳細な検討
(r巴actionproduct; RP) として観察された. が重要になる.
1) 対照群.対照群では RPは主にメサンギウム基質 2. AN腎症
に局在しており，ことにメサンギウム細胞突起の陥凹部 前述のように，急性AN腎症は MCNSに類似した糸
およびメサンギウム基質と内皮細胞の接合部に RPが密 球体病変を呈する 1) ことから，ネフローゼ症候群の病
に観察された (Plate12). しかし，メサンギウム細胞， 態・病因の解明に繁用されてきた.しかし，急性AN腎
足突起細胞，壁側上皮細胞，内皮細胞内のいずれにも 症の糸球体病変は可逆性であり，蛋白尿も経過とともに
RPは局在しなかった.また糸球体基底膜では紋密層 消失する.のちに， ANを反復投与すると，高度のネフ
(lamina densa) や基底膜と足突起の接合部，内皮下腔 ローゼ状態が持続するのみならず， FSLの出現すること
には RPは観察されなかった.一方， Bowman嚢と壁側 が判明したの.しかも Ve10saら17)は FSLに一致して
上皮細胞の接合部に密な RPの局在が観察された (Plate IgM， C3およびブィプリン体が糸球体内に沈着するこ
13). とを証明しており，これがヒト FGSの実験モデルとな
2) AN腎症:FSL部ではメサンギウム域が拡大して り得ることを示した.さらに，硫酸プロタミンの併用18)，
おり，岡部には多量の RPが認められた (Plate14). こ 片腎摘出，高蛋白食，高脂肪食の投与19)などの操作をこ
とに糸球体基底膜と Bowman嚢の癒者部には多量の RP の実験モデノレに加えることによって， FSLの出現が促進
が存在し (Plate15)，その一部は細線維状に観察された されることも報告されている.また最近， Diamond & 
(Plate 16). さらに AN腎症では，糸球体基底膜内皮下 Karnovsky20)は AN13mgfl00g ・体重の l回投与でも
にも RPが存在していた (Plate17)・しかし RPは，対 FSLを惹起し得ることを報告している.
照群ラットと同様に'"サンギウム細胞，内皮細胞，足 著者は FSLの早期病変およびその成立過程を観察す
突起細胞，壁側上皮細胞内には観察されなかった. る目的で，比較的少量のANを反復投与して実験モデル
なお，標識抗体を精製 FNで吸収すると， "'-ljンギウ を作製した.つまり， AN 1.5mgflOOg・体重を 5日間





















































































































































































































さて， AN腎症の FSL部における FNの沈着の機序
については，現在のところ不明といわざるを得ない.し






( 62 ) lE 谷 正 ;fl口
討課題と考えている. 都)および第29回日本腎臓学会総会 (1986年，東京)に
最後に， FNの局所産生について考察する Oberley おいて発表した.
らめは，単離糸球体の培養実験からメサンギウム細胞や 稿を終わるにあたり 3 ご指導，ご校閲を賜わりました
係蹄上皮細胞が FNを産生すると報告している.しかし 石川兵衛教授に深甚なる謝意を表すとともに，ご校閲，
著者は，細胞質内に浸透し得る Fab'フラグメント抗体 ご助言を賜わりました解剖学第 2講座山本浩司教授なら
を使用して FN局在を検討したが， FNは糸球体細胞内 びに病理学第 2講座日浅義雄教授に深謝します.さらに
に観察さわしなかった.したがって， FSLに局在する FN 直接ご指導いただきました土肥辛口紘講師に感謝します.












(1) 光顕的観察では巣状硬化性病変 (FSL) の出現を
みない初期から糸球体係蹄と Bowman褒との癒着 (Bo-
wman嚢癒着)が高頻度に出現していた.この Bowman
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Explana tion of plates 
Plate 1. Group AN1 and AN2• Light microscopic findings of glomeru日. PAS x400 
トA.minorglomerular abnormality: Grade 0 
I必. capsular adhesion: Grade 1 
l-C. focal sclerotic lesion (lcs than 1/8 of glomerular area): Grade I 
トD.focal sclerotic lesion (1/8 of glomerular area or more): Grade m 
( 65 ) 
Plate 2. Group AN2• Interstitial changes. Tubular atrophy and interstitial fibrosis are pre剛
sent.恥10nonuclearcell infiltrate is also noted. PAS x 200 
P!ate 3. Group AN 2' Podocyt巴 showingnumerous vacuoles and band-like structure of cOlト
densed microfilament in its cytoplasma (arrow head). Portion of basement membrane 
is den叫 ed(arrow). X 5，000 
Plate 4. Group AN2• Podocyte showing swelling of cytoplasma and large numbcr of lyso-
somes. Urinary space is packed with swollen podocytes. X 2，600 
Plate 5. Group AN2・Podocyte completely detached from basement membrane， which is 
wrinkled and covered with basement membranかlikema terial. x 8，300 
Plate 6. Group AN2• Adhesion ofbasement membrane to Bowman's capsule (capsular adhe-
sion). Basement membrane is covered with newly formed basement membrane-likc 
material. Pycnotic changes of parietal epithelium are visible. x 3，300 
Plate 7. Group AN2• E1ectron micrograph showing capsular adhesion. Portion of basement 
membran巴 isextensively denuded. Note foam cell in capi1lary lumen and五b耐n山la出r. 
material in ur凶I
Plate 8. Group AN2釦. Electron micr叩ographshowing thickening and wrin】klin】g of ba 目eme白凹n叫t 
membran巴. x6，600 
Plate 9. Group AN2• Widening of subendothelial space， containing microfibrils (arrow). 
Note swelling of podocyte. X 10，000 
Plate 10. Group AN2• Hyalinosis in focal sclerotic lesion， with capillary lumen totally oblite-
rated. Note pycnotic changes of endothelial cell. x 3，300 
Plate 11. Group AN2• Electron micrograph of hyalinosis in the focal sclerotic lesion， containing 
scattered cell debris (arrow). x5，000 
Plate 12. Normal control. Fibronectin is localized in mesangial matrix， especially in area 
immediately surrounding mesangial cell proce田 andbetween endothelial and mes-
angial cells (arrow). x 6，600 
Plate 13. Normal control. Focal staining of fibronectin is found at interface between parietal 
epithelium and Bowman's capsule. x 6，600 
Plate 14. Group AN2 • Mesangial fibronectin is increased proportionately with expansion of 
mesangial matrix. X 3，300 
Plate 15. Group AN2目 Fibronectinis densely localized in the region of capsular adhesion. 
x 3，300 
Plate 16. Group AN2• Fibronectin exists partly in fibrillar fashion in the region of capsular 
adhesion. x 2，600 
Plate 17. Group AN2• Deposition of fibronectin is also observed subendothelially along base-
ment membrane. x 2，600 
Plate 18. Normal control. E1ectron micrograph of section stained with control antibody， being 
preincubated with purified fibronectin. No s 
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Explanation of abbreviations 
PD， podocyte EN， endothelium M C， mesangial cell PEP， parietal epithelium 
MM， mesangial matrix BM， basement membrane BC， Bowman's capsule 
CL， capi1lary lumen US， urinary space V， vacuole L Y， lysosome E， erythrocyte 
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